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Dad Behring Marburg GmbH 2002/B001 - Ma 1248 

Dr. Buck /Mi 

Carbohydrate Deficient Transferrin (CDT) -sperifische Antikorper, ihre 
Herstellung und Verwendung 

Die vorliegende Erfindung betriffi Antikorper. die in waGriger Lasting selektiv an ein 
Transfenin^HomoIoges „Carbohydrate Deficient Transferrin" (CDT) binden, ohne daft 
dieses an eine feste Phase gebunden zu sein braucht CDT ist dadurch 
gekennzeichnet, daR mindestens eine der zwei Oligosaccharidketten, die 
normalerweise an Asn 413 und/oder Asn 611 des Transferrins gebunden sind, ganz 
cfder im wesentlichen ganz fehlen. 

-Alkoholismus ist ein wehweit verbreitetes-Problem^Es-wurden in der Vergangenheit 
eine Reihe von diagnostischen Testen entwickelt. urn Alkoholismus zu 
diagnostizieren. Die meisten dieser Tests sind jedoch nicht spezifisch filr die 
Erkrankung. Der bisher am weitesten entwickelte Test wurde von Makhlouf et al. in 
der EP-0 605 627 vorgestellt. Die darin offenbarten Antikfirper reagieren spezifisch 
mit CDT, das bei Alkohollkern, nicht jedoch bei Nicht-Alkoholikem gefunden wurde. 
Damit wurde es moglich, einen Immuntest aufeubauen, mit dessen Hilfe CDT In 
Alkoholiker-Seren ngchgewiesen werden kann. Nachteilig ist bei diesem Test jedoch, 
dafi das nachzuweisende Antigen zunachst an eine Festphase gekoppelt werden 
muB, da die In der EP-Q 605 627 offenbarten Antikorper nicht oder nur ungenUgend 
an CDT binden, welches sich in Ldsung befindet. 

Es bestand somit die Aufgabe, den CDT-Nachweis in der Weiss zu verbessem, daB 
der Direktnachweis von in Losung befindlichem CDT in einer Probe mOglich wird und 
somit die Notwendigkeit der Koppelung des nachzuweisenden Antigens an eine feste 
Phase entf&IIfc 

Diese Aufgabe wurde Oberraschenderweise durch Bereitstellung von Antikorpern 
gelost, die in waliriger Losung selektiv an CDT binden, ohne dad dieses an eine 
feste Phase gebunden zu sein braucht. Mit Hilfe von Epitop-Kartierungsexperimenten 
wurde festgestellt, daR erfindungsgemafle Antikfirper, im Gegensatz zu Antikorpern 
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aus dem Stand der Technik, an unterschiedliche Sequenzabschnitte des CDT 
gleichzeitig binden. Daraus wurde abgelerlet, dali es sich bei den von 
erfindungsgemaUen Antikorpem erkannten Eprtopen um diskontinuierliche Epitope 
handelt. 

Die vorliegende ErRndung betrifft somit einen Antikorper, der in wSISriger Lasting 
selektiv an CDT bindet, ohne dali dieses an eine teste Phase gebunden zu sein 
braucht Es wurde festgestellt, dafc dieser Antikfirper an die gemafi EP-0 605 627 
hergestellten Peptide P1 oder P2 nicht oder im wesentlichen nicht bindet, wobei es 
unerhebfich ist, ob die Peptide festphasengebunden oder in LSsung vorliegen- 

Selektive Bindung bedeutet im Rahmen der voriiegenden Erfindung eine ausreichend 
spezifische oder im wesentlichen spezifische Bindung, die eine deutliche 
Unterscheidung zwischen CDT einerseits und Humantransferrjn andererseits 
ermOglicht. 

Per Begriff ^Festphase" oder »feste Phase" im Sinne der voriiegenden Erfindung 
beinhaltet einen Gegenstand, der aus porOsem und/oder nicht porasem, in der Regel 
wasserunieslichem Material besteht und die unterschiedlichsten Fomnen aufweisen 
kann, wie beispielsweise Gefali, Rohrchen, Mikrotitrationsplatte, Kugel, Mikropartikel, 
Stabchen, Streifen, Filter- oder Chromatographiepapier, etc, In der- Regel ist die 
Oberflache der Festphase hydrophil oder kann hydrophil gemacht werden. Die 
Festphase kann aus den unterschiedlichsten Materialmen bestehen wie 
beispielsweise aus anorganischen und/oder organischen Materialien, aus 
synthetischen, aus natQrlich vorkommenden und/oder aus modifizierten naturlich 
vorkommenden Materialmen. Beispiele fCJr Festphasenmaterialien sind Polymere wie 
beispielsweise Zellulose, Nitnozellulose, Zelluloseacetgt, Polyvinylchlorid, 
Polyacrylamid, vemetzte Dextranmolekule, Agarose, Polystyrol, Polyethylen, 
Polypropylen. Polymethacrylat oder Nylon; Keramik; Glas; Metalle, insbesondere 
Edelmetalle wie Gold oder Silber; Magnetit; Mischungen oder Kombinationen 
derselben; etc. Auch Zellen, Liposomen oder Phospholipidvesikel sollen vom Begriff 
„Festphase" mitumfadt sein, 



Empf .?eit:lR/f15/?ma 1R:Sfi . ■ ^ ■„ Fmpf nr_:73? P.IYR, ^ 



19. MAI. 2003 15:58 



.DADE BEHRING PLD MARBURG 



NR. 354 S. 10/44 



Die Festphase kann einen Oberzug aus einer oder mehreren Schichten. aulweisen, 
beispielsweise aus Proteinen, Kohlehydraten, lipophilen Substanzen, Biopolymeren, 
organischen Polymeren oder Mischungen hiervon, urn beispielsweise die 
unspezifische Bindung von Probenbestandteilen an die Festphase zu unterdrQcken 
oder zu verhindem oder um beispielsweise Verbesserungen zu erreichen hinsichtlich 
der Suspensionsstabilitat von partikuiaren Festphaspn, der Lagerstabilitat, der 
fbrmgebenden Stabilitat oder der Resistenz gegen UV-Licht, Mikroben oder sonstige 
zerstorend wirkende Agenzien. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auBerdem einen Antikorper, der selektiv an CDT 
bindet, wobei die Bindung im Bereich derfolgenden Sequenzabschnitte (1) bis (4) 
des CDT erfolgt: 

(1) WARSMGGKEDLIWELL und, 

(2) TTE D S I AK I M N GEADAMSLDG GF und 

(3) SKLSMGSGLNLSEPN und 

(4) YEKYLGEEYVKAV. 

Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin einen solchen Antikdrper, dessen 
Bindung lediglich im Bereich von nur drei oder von nur zwei der vorstehend 
genannten Sequenzabschnrtte (1 ) bis (4) erfolgt. 

GemaB einer bevorzugten AusfQhrungstbim handelt es sich bei den 
erfindungsgemSRen AntikOrperri um monoklonale AntikOrper, 

Ganz; besonders bevorzugt sind die monoklonalen Antikdrper,, die von Zellkulturen 
produziert werden. welche bei der DSZM Deutsche Sammlung von Mikroorganismen 
und Zellkufturen GmbH, Mascheroder Weg 1b, 38124 Braunschweig, Deutsch/and 
am 16. April 2002 (Tag des ^ingangs bei der Hinterlegungsstelle) nach Budapester 
Vertrag wie folgt hinterlegt wurden: 

Zellkultur 01-102/01 Eingangsnummen DSM ACC2541 

Zellkultur 98-84/01 1 Eingangsnumm n DSM ACC2540 
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ErfindungsgemaR sind auch antigenbindende Fragmente. beispielsweise Fab- , Fab'-- 
Fv- oder F(ab')2-Fragmente, die aus den vorstehend genannten erfindungsgemafien 
Antikerpern nach den jedem Fachmann bekannten Verfahren hergestellt werden 
kflpnen. 

Generell sind unter dem Begriff .Antikflrper" im Sinne dieser Erfindung nlcht nur 
komplette AntikOrper zu verstehen sondem ausdrilcklich auch Antikdrperfragmente, 
wie die bererts genannten Fab-, Fv-, F(ab')2 oder Fab '-Fragment© sowie auch 
chimSre, humanisierte, hi- oder oligospezifische, oder ..single chain" Antikorper; des 
weiteren auch Aggregate, Polymere und Konjugate von Immunglobulinen und/oder 
deren Fragmenten, sofem die Bindungseigenschaften an das Antigen oder Hapten 
erhalten sind, Antikorperfragmente lassen sich beispielsweise durch enzymatische 
Spaltung von Antikorpern mit Enzymen wie Pepsin oder Papain herstellen. 
AntikBrperaggregate, -polymere und -konjugate konnen durch vielfaitige.Methaden 
generiert werden, z.B. durch Hitzebehandlung, Umsetzung mit Substanzen wie 
Glutaraldehyd, Reaktion mit immunglobulinbindenden MolekOlen, Biotinylierung von 
Antikorpern und anschlieBende Reaktion mit Streptavidin oder Avidin, etc.. 

Bei einem Antikorper im Sinne dieser Erfindung kann es sich um einen monoklonalen 
oder urn einen polyklonalen Antikorper handeln. Der Antikorper kann nach den 
ublichen Verfahren hergestellt worden sein. z.B. durch Immurtisierung des 
Menschenoder eines Tieres, wie z,B. Maus, Ratte, Meerschweichen. Kanfnchen, 
Pferd, Schaf, Ziege, Huhn (s.a. Messerschmid (1996) BlOforum, 11;500-502), und 
anschlie&ender Gewinnung des Antiserums; oder durch die Etablierung von 
Hybridomazellen und der anschlieGenden Reinigung der sekretierten Antikorper; 
oder durch Klonierung und Expression der Nukleotidsequenzen bzw. modifizierter 
Versionen davon. welche die Aminosauresequenzen kodieren. die fOr die Bindung 
des natorlichen AntikCrpers an das Antigen und/oder Hapten verantwortlich sind, 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auRerdem ein Verfahren zur Herstellung 
eines erfindungsgemaGen AntikOrpers durch Immunisieren eines geeigneten 
Versuchstietes mit nichtglykosyliertem Transferrin oder CDT, anschlieflendem 
Fusionieren der Milzzellen dieses Versuchstieres mit Myelomzellen, wobei 
antjkOrperproduzierende Hybridzellen entstehen und anschliefiendem Klonieren der 
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Hybridzellen und Selektieren eines solchen Hybridzellklans, der einen Antikfirper 
produziert, der in waliriger L6sung selektiv an CDT bindet, ohne daft dieses an eine 
feste Phase gebunden zu sein braucht. SchlieRlich erfolgt die Gewinnung von 
Antikorpem aus dem solchermaBen selektrerten Hybridzellklon nach einem dern 
, Fachmann bekannten Verfahreri. 

Weiterhin ist ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ein Verfahren zur 
Herstellung des Antikorpers durch lmmunisieren eines geeigneten Versuchstieres mit 
nichtglykosyliertem Transferrin Oder CDT, anschlieBendem Fusiomeren der 
Milzzellen dieses Versuchstieres mjt Myelomzelleri, wobei antiktirperproduzierende 
Hybridzellen entsteben und anschlieBendem Klonjeren der Hybridzellen und. 
Selektieren eines solchen Hybridzellklons, der einen Antikfirper produziert, dessen 
Binduhg nach den Ergebnissen einer Eprtop-Kartierung irn Bereich der fblgenden 
; Sequenzabschnitte (1 ) bjs (4) eines CDT erfolgt: _^ 

(1) WARSMGGKEDLIWELL und 

(2) TTEDS/AKIMNGEADAMSLDGGF and 

(3) SKLSMGSGLNLSEPN und 

(4) YEKYLGEEYVKAV; 

schlieBlich folgt die Gewinnung von Antikflrpem aus dem solchermaBen selektierten 
Hybridzellklon nach einem dem Fachmann bekannteh Verfahren. 

Anstelle von nichtglykolysiertem Transferrin oder CDT kann zur Immunisierung eines 
geeigneten Versuchstieres gemSft einem der vorstehend genannten Verfahren auch . 
ein Peptid enthaltend einen oder mehrere der Sequenzabschnitte (1) bis (4) 
verwendet werden. Dem Fachmann ist auBerdem bekannt, dali ein kurzes Peptid,. 
welches beispieslweise nur aus einem einzelnen oder mehreren der vorstehend 
genannten Sequenzabschnitte besteht, zur Erzielung einer ausreichenden 
Immunogenitat gegebenenfalls an ein geeignetes TragermolekOI gebunden werden 
kann. HierfQr geeignete TrSgermolekOle, beispielsweise Peptide oder Proteine, sind 
dem Fachmann bekannt. ' 

Die vorstehend beschriebenen Herstellungsverfahren beinhalten die jedem 
Fachmann bekannte Hybridom-Technologi zur Herstellung monoklonaler 
Antik8rper P wie sie erstrnals im Jahre 1975 von Kohler und Milstein veroffentlich't und 
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seitdem von zahlreichen Autoren modifiziert od r verbessert wurde, Obwohl diese 
Technologie haufig zur Herstellung von monoklonalGn AntikOrpem aus Mause2ellen 
verwendet wurden, gibt es auch Publikationen. welche die Herstellung monoklonaler 
AntikOrper anderer Herkunft beschreiben. Daruber hinaus sind auch Verfahren zur 
Herstellung von AntikOrperkonstrukten bekanntgeworden, bejspielsweise 
humanislerter oder bi~ oder oligospezifischer oder chjmSrer AntikOrper, die 
selbstverstandlich ebenso" zur Herstellung erfindungsgemafler Antikorper 
herangezogen warden kopnen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch einen Immunoassay zum Nachweis von CDT 
in einer Probe; dabei wird ein vorstehend beschriebener erfindungsgemafier 
Antikdrper oder ein entsprechendes AntikSrperfragment mit der Probe in Kontakt 
gebracht und anschliefiend die Bildung eines Immunkomplexes unter Beteiligung des 
CDT qualita tiv oder quantitative bestimmt. ■ ; ' 

Testlots zur Durchftihrung eines vorstehend genannten Immunoassays, enthaltend . 
einen erfindungsgemaBen AntikOrper oder ein erfindungsgemaBes 
Antiktirperfragment sind ebenso Gegenstand der vorliegehden Erfindung. 

Die vorliegende Erfindung wird aulierdem durch die nachfolgenden Beispiele 
erlautert Diese dienen ausschlieUlich der exemplarischen Beleuchtung einzelner 
Aspekte der vorliegenden Erfindung und sind keinesfalls als Einschrankung zu 
vBrstehen, 
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Beispjele 

Beispiel 1: Herstellung von Anti-Human-Transferrin -Sepharose 

Zur Affinitatsreinigung von Transferrin aus Humanseren (Normalseren und 
Alkoholiker-Seren) wurde ein Affinftatstrager durch Kopplung von 120 mg Anti-human 
Transferrin (Dade Behring Marburg GmbH, Marburg, Deutschland) an 0,8 g CNBr- 
aktivierte Sepharose CL-4B hergestellt. 

120 mg Anti-hurnan Transferrin werdengegen 0.1M NaHC0 3 -Losung dialysiert 
0.8 g Sepharose CL-4B (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, 
Deutschland) warden mit Q,1M NaHCOa-Losung gewaschen und unter KOhlung mit 
1,28 g Brbmcyan gelQst in 5 ml Acetonitril versetzt. Die Suspension' wird unter 
Ruhren 15 Minuten bei pH 11 und 4°C geriihrt AnschlieBend wird die Suspension 
intensiv mit 0,1 M NaHC0 3 -Lfisung gewaschen. Die aktivierte Sepharose wird in 
0,1 M NaHCCb - Losung suspendiert und m it der vorbereiteten A ntikorperlosung 
versetzt und 6 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert Die so hergestellte Anti- 
Human-Transfemn-Sepharose wird mit phosphatgepufferter Kochsalzlosung pH 7 P 2 
gewaschen und bis.zur Verwendung in phosphatgepufferter Kochsalzlo3Ung pH 7,2 + 
1g/L NaNa gelagert. 

Beispiel 2: Isolierung von Humantransferrin aus Humanserum (Normalserum 
und Alkoholiker-Serum) 

Zur Affinftatsnefnigung von Transferrin aus Humanserum wind die unter Beispiel 1 
hergestellte Anti-Human-Transferrin-Sepharose in eine GlassSule gefllllt und mit 
100ml phosphatgepufferter KochsaJzldsung pH 7,2 + 1g/L NaN a gewaschen. 10ml 
Humanserum (Normalserum und Alkoholiker-Serum) werden mit einem Flutt von 0,5 
ml/Minute auf die Saule aufgetragen und die nichtgebundenen Proteine durch 
Waschen def Saule mit 50 ml phosphatgepufferter KocbsalzlOsung pH 7,2 + Ig/L 
NaN 3 , 50 ml 1 M NgCI-Lesung und 50 ml Wasser entfemt Das gebundene 
Transferrin wir mit 50 ml 0 f 5 M Glycin-Losung, desseo pH-Wert mit Salzsaure auf pH 
2,5 eingestellt wurde eluiert, sofort durch Zugabe von festem Tris(hydroxymethyl)- 
aminomethan neutralisiert und gegen phosphatgepufferter Kochsalzlfisung pH 7,2 + 
1g/L NaN 3 dialysiert. 
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Beispl I 3: Nichtglykosyllertes Humantransferrin 

a) Rekombinantes nichtglykosyliertes Humantransferrin 

Die Herstellung von rekombinanten nichtglykosyliertem Transferrin erfblgt mit Hilfe 
Qblicher gentechnojogischer und molekularbiologischer Methoden und wird in Mason 
et al. (1993) Biochemistry, 32: 5472-5479 beschrieben. 

b) Enzymatlsche Degly kosylierung von Humantransferrin 

60. mg Humantransferrin (z.B. Fa. Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden, 
Deutschland) werden in 8 ml phosphatgepufferter Kochsalzlosung pH 7.2 mit 10 
mM/L ETDA und 1g/L (w/v) Natriumdecyl-sutfat (Fa. Fluka, BestNr: 71443) gelQsL 
Die so vorberettete Transferrin-Lesung wird im Wasserbad auf 37°C erw^rmt und 

1 80 E inheiten (3 Einheiten/ mg Transferrin) N GlycgsidaseJL(l^ 

1365193) zugegeben. Der Ansatz wird 17 Stunden im Wasserbad bei 37 a C inkubiert. 
Die VoIIstandigkeit der Deglykosylierung wird mittels SDS-PAGE untersucht (Duan et 
al (1 998) Applied Biochemistry and Biotechnology, 69: 217^224). - 

Beispiel 4: ± Herstellung von monoklonalen AntikSrpem gemaB dem Stand der 
Technik 

Die Herstellung monoklonaler. AntikOrpern gemaii dem Stand der Technik erfolgte 
wie in der Patentschrift EP-0 605 627- BT beschrieben durch Immunisierung mit 
transferrinspezifischen Peptidsequenzen P1 und P2, Es wurden die fblgenden 
Hybride / mpnoklonalen Antikerper erhalten: 



Antikorperbezoichnung: 


Spezifitat: 


01-32/062 


anti-P1 


00-177/012 


anti-P1 


00-187/016 


anti-P2 


00-187/027 


anti-P2 
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Beispiel 5: H rstellung d r erfindungsgemaflen, mcnoklonalQn Antikorpem 

a) Jmmunisierung von MSusen 

BALB/c Mause wurden jeweils mit 20 |jg nichtglykosyliertem Transferrin in 
komplettem Freund'schen Adjuvans intraperitoneal immunisiert Nach 4 Wochen 
erfolgte ein Booster mit jeweils 20|jg. nichtglykosyliertem Transferrin in inkomplettem 
Freund'schen Adjuvans ( Fa. ICN Biomedical GmbH, Eschwege, Deutschland) und 
nach 8 Wochep mit jeweils 20 fjg nichtglykosyliertem Transferrin ohne Freund^sches 
Adjuvans. Die letzten 3 Tage vor der Fusion wurden die Mause intravenfls njit jeweils 
20 pg nichtglykosyliertem Transferrin geboostert. 

b) Fusion 

Nach dem Toten der Mause durch CO^-lnhqlation wurden die Milzen entnommen 
und Einzeteellsuspensionen in serumfreiem Dulbeccos modifeiertem Eagle Medium 
(DMEM, Fa. CC Pro GmbH, Neustadt/W f Deutschland) hergestellt. Die Zellen 
wurden zentrifugiert (652 g) und 2 x in DMEM gewaschen. AnschlielJend wurde die 
Zellzahl mittels Trypanblau-Farbung bestimmt. Zu etwa 10 8 Milzzeflen wurden 2x1 0 7 
Myelomzellen (Sp2/0) gegeben. , Nach dem Zentrifugieren (360 , g) wurde , der * 
Oberstand verworfen, 1ml Polyethylenglycol-Losung (PEG 4000, Fa. Merck Eurolab, 
Bruchsal, Deutschland; ca. 50%ig in DMEM) auf das Zellpellet gegeben und nach 
Resuspension T Minute bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde tropfenweise ca. 10 
ml DMEM zugegeben und 2 bis 4 Minuten be( Raumtemperatur inkubiert, Die 
fusionierten Zellen wurden abzentrifugiert (326 g) und das Pellet in DMEM +. 20% 
FKS (ftttales Kaibereerum, Fa. Biowithaker Europe, Verviers, Belgien) + HAT- 
Losung (Fa. CC Pro GmbH. Neustadt/W, Deutschland) resuspendiert und in 24 Well- 
Zellkulturplatten (Fa. Costar) abgefullt. Die ungefShre Zellkonzentration pro Well 
betrug 5x1 0 4 bis 5x1 0 6 Zellen. 

2-3 Wochen spater wurden die entstandenen Zellkolonien (Hybride) entnommen 
und in neue Kulturplatten uberfDhrt. 
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c) > Bestimmung d r Antikorperspezifitat 

Die Spezifitat der in die Zellkultur abgegebenen Antikarper wurden in einem ersten 
Testschritt mit Hilfe von Immunisiemngsantigen-beschichteten.^^ 
(Fa. Nunc. Typ B), Beschichtung 1 pg/ml * 0,015 pgA/ertiefung, getestet. 

In jede Vertiefung der Mikrotltrationsplatte wurden 100 pi Zellkulturilberstand 
(VerdOnnung 1:2) pipettiert und 1 Stunde bei +15 bis +25°C inkubiert. Nach 
zweimaligen Waschen der Platte mft Waschlpsung-POD (OSEW; Fa. Dade Behring. 
Marburg, Deutschland} wurden in jede Vertiefung 100 pi anti-Maus lgG/F(ab) 2 -POD- 
Konjugat (Fa. Dade Behring, Marburg, Deutschland) eingefQIlt und 1 Stunde bei +15 
bis +25"C inkubiert. Nach weiterem zweimalrgen Waschen der Platte wurde in jede 
Vertiefung 100 pi Chromogen TMB-Lfisung (Fa. Dade Behring, Marburg/ 

Deutschland) eingefQIlt und weitere 30 M in uten b ei +15 bis +25°C inkubiert. Nach der 

Inkubation wurde in jede Vertiefung 100 pi StopplOsung POD (Fa. Dade Behring, 
Marburg. Deutschland) eingefQIlt und die Mikrotitratjonsplatte am BEP II (Behring- 
ELISA-Prozessor ll, Fa. Dade Behring, Marburg, Deutschland ) bei 450 nm 
ausgewertet. 

In einerji 2weiten: Je^sGhrttt oben beschrieb.en. Oberprtft mit ^ 

Hilfe von Mfkrotitrationsplatten (Fa. Nunc. Typ B), die mit Humantransfemn 
(beisplelsweise von Fa, Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden, 
Deutschland) beschichtet waren. Beschlchtung 1 pg/ml * 0,015 pgA/ertiefung, 

Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 aufgelistet 
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Tabellel: Bestimmung der AntikOrperspezifitat durch Auswertung der 
Mikrotitrationsplatten am BEP II (Behring-ELISA-Prozessor II) bei 450 
nm. 





Extinktion bej 450 nm 


Hybridbezeichnung 


NichtglyKosyliertes 
Humantransferrin 


Humantransferrin 


98-22/026 (569) 


>2,5 


Negativ 


98-23/07 (45) 


>2.5 


Negativ . 


98-22/0104 (572) 


1,739 


Negativ 


98-84/011 (1) 


>2.5 


Negativ 


01-102/01 (113) 


>2,5 


Negativ 



Legende: negativ - Exto^ 

Hybrids keine Abstufung des Signals 



d) Klonierung 

Einzelne Zellen von Hybriden, die die erfindungsgemallen AntikSrper produzieren 
(Bindung an nichtglykosyliertes human Transferrin nlcht jedoch an human 1 1 
Transferrin, wurden mit einem Mikromanipulator (Fa, Leite, Wefelar,. Deutschland) 
kloniert Die so ertialtene Klone 95-84/01 1 und 01-102/01 wurden am 16.04,2002 bei 
der DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroonganismen und Zellkulturen GmbH, 
Mascheroder Weg 1b, Braunschweig, Deutschland, unter der Eingangsnummer 
DSMACC2540 (98-84/011) und DSM ACC2541 (0V1O2/01) hinterlegt. 

e) Bestimmung der Antikorpersubklasse 

Die Subklasse der AntikOrpers 98-84/011 und 01-102/01 wurde mittels IsoStrip™- 
Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Kit- der Fa, Boehringer Mannheim; 
Deutschland als IgGi filr 98^84/011 und 01-1 02/01 bestimmt. 
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f) produktion dor Antikdrper. . 

Fur die Produktion grofterer Mengen Antikorper werden die entsprechenden 
. Zellklone in Rollerflaschen (Fa. Coming Gostar Deutschland, Bodenheim) Qberfuhrt, 
und bis zum gewGnschten Endvolumen bei +37°C expandiert. Danach wird die 
Rollerkuitur-Suspension zur Entfernung der Zelleri iiber 0,22 nm filtriert Die jetzt 
zellfreie AntikOrperlbsung wird uber Ultrafilter (Trenngrenze 30.000 Dalton) 
ankonzentriert und anschliefcend aufgereinigt 

g) Reinigung der AntlkSrper 

i 

i - ■ 

Die erhaftene Antiktfrperlflsung wird gegen 0,14 M Phosphatpuffer pH 8,6 

umgepuffert und auf ein rnit rProtein A Sepharose Fast Flow (Fa. Amersham 

Pharmacia) gefullte C hromatog^ 

Antikfirper werden 1 ml rProtein A Sepharose Fast Flow eingesetzt). Alle nicht 
gebundenen Komponenten werden durch Waschen der S3ule mit 0,14, M 
Phosphatpuffer pH 8,6 entfernt Der gebundene Antikflrper wird mit 0 ; 1 M 
Zitranensaure pH 3,0 von der Saule eluiert und gegen 0,05 M Natriumacetat + 0,5 M 
NaCI + 0.05 M Tris + 0,01% Natriumazid pH 7,0 dialysiert. 



Belspiel6: Bestimrnung der Spezifitat der Antikdrper fur 
festphasengebundene Antigene: Vergleich erfindungsgemaBer 

Antikdrper mit Antikorpem gemaB dem Stand der Technik 

> * 

Die Spezifitat der gewonnenen Antikorper wurde mit Hilfe von a) mit 
nichtglykosyliertem Transferrin beschichteten Mikrotitratlonsplatten (Fa, Nunc, Typ 
B), Beschichtung 1 .pg/ml » 0,015 pgAfertiefung, b) mit Humantransferrin 
beschichteten Mikrotitrationsplatten (Fa. Nunc, Typ B), Beschichtung 1 pg/ml « 0,01 5 
pgA/ertiefung, c) mit Peptid P1 beschichteten Mikrotitrationsplatten (Fa. Nunc, Typ 
B), Beschichtung 3 pg/ml » 0,045 pgA/ertiefung und d) mit Peptid P2 beschichteten 
Mikrotitrationsplatten (Fa. Nunc, Typ B), Beschichtung 3 pg/rnl » 0,045 pg/Vertiefung. 
getestet. 
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In jede Vertiefung der Mikrotitrationsplatte warden 100 pi monoklonater AntikiSrper 
(1 pg/ml) pipettiert und 1 Stunde bei +15 bis +25°C inkubiert. Nach zweimaligem 
Waschen der Platte mit Waschlosung-POD (OSEW; Fa. Dade Behring, Marburg, 
Deutschland) wurden in jede Vertiefling 100 pi anti-Maus IgG/Ftabfe-POD-Konjugat 
(Fa. Dade Behring, Marburg, Deutschland) eingeftillt und 1 Stunde bei +15 bis +25°C 
inkubiert, Nach weiterem zweimaligen Waschen der Platte wurden in jede Vertiefung 
100 |jl Chromogen TMB-Lasung (Fa. Dade Behring, Marburg, Deutschland) ejngefullt 
und weitere 30 Minuten bei +15 bis +25°C inkubiert. Nach der InKubation wurden in 
jede Vertiefung 100 pi Stopplosung POD (Fa. Dade Behring, Marburg. Deutschland) 
eingefullt und die Mikrutitrationsplatte am BEP II (Fa, Dade Behring, Marburg, 
Deutschland ) bei 450 nm ausgewertet 

Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 aufgelistet 
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Tabelle2: Bestimmung der Antikoiperspezjfitat durch Auswertung der 
Mikrotitrationsplatten am BEP II bet 450 nm. 





Extlnktlon bei 450 nm 




Nicht- 

glykosyliertes 

Human- 

transferrin 


Human- 
transferrin 


r epiiq h" i 


repilQ 


Antikorper 


e3 

i 

1 * 
2 


98-22/026 


1,578 


Negativ • 


Negativ 


Negativ 




2,497 


Nenativ 


Neaativ 




"98-22/0104 


1,179 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


98-84/011 


>2,5 


Negativ 


Negativ 


Nqgatjv 


01-102/01 


2,432 


Negativ 


Negativ 


Negativ 














S t 

c a> 

CO CO 
<u ^ 

C 01 
< T> 


00-177/012 


1.063 


0,157 


>2,5 


Negativ 


01-32/062 


>2,5 


0,151 


;>2.5 


Negativ 


"2- cm - • •• 
I 0 " 

IX 

is I 

II 


00-187/016 


2.339 


Negativ 


Negativ 


>2,5 


00-187/027 


> 2,5 


Negativ 


Negativ 


>2.5 



Legende: negativ = Extinktion *50nrn < 0,1 OD; bei VerdQnnung des untersuchten 
Hybrids keine Abstufung des Signals. 

Die erfmdungsgemaBen Antikorper zergen nur eine Reaktion mit nichtglykosyljertem 
Transferrin, wobei die Antikorper aus dem Stand der Technik eine Reaktion mit dem 
jeweiligen Peptid und dem auf der Festphase gebundenen nichtglykosylierten 
Transferrin zeigen. 
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Beispiel 7; Bestimmung der Spezifitat der Antikdrper fOr Ant!g6ne in Losung : 
Vergleich erfindungsgemalJer AntikSrper mit Antikdrpern getnaU 
dem Stand der Technfk 

a) Mikrotitratiansplatten (Fa. Nunc, Typ B), wurden mit den erfindungsgema&en 
monoklonalen Antikorpem und mit monoklonalen Antikorpem aus dem Stand 
der Technik beschlchtet. Beschichtungskonzentration 1 pg/ml * 0,015 
pgA/ertiefung. 

In die Verti'efungen der Mikrqtitrationsplatte wurden 100 pi einer 
geometrischen VerdOnnungsreihe beginnend bei 200 .pg/ml> von a) 
Humantransferrin; b) enzyrnatisch deglykosyliertem Humantransferrin. c) 
Hum antransfemn aus Norm alserum und d) Hum antransfemn aus 
Alkoholikerserum pipettiert und 1 Stunde bei +15 bis +25°C inkubiert. Nach 
^weimalfgem Waschen der Platte mit Waschlosung-POD (OSEW; Fa. Dade 
Behring, Marburg, Deutschland) wurden in jede Vertiefung 100 pi Anti-Human- 
Transfemn-POD-Konjugat (Fa. Dade Behring, Marburg, Deutschland) 
eingefQIlt und 1 3tunde bei, +15 bis +25°C inkubiert. Nach weiterem 
zweimaligen Waschen der Platte wurden in jede Vertiefung 100 pi Chromogen 
TMB-Lfisung (Fa. Dade Behring, Marburg, Deutschland) eingefQIlt und weitere 
30 Minuten bei +15 bis +25°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden in jede 
Vertiefung 100 pi , Stopplttsung POD (Fa. Dade Behring, Marburg. 
Deutschland) eingefiillt und die Mikrotitrationsplatte am BEP II (Fa, Dade 
Behring, Marburg, Deutschland ) bei 450 nm ausgewertet. 

Die Ergebnisse sirid in Tabelle 3.1 und 3.2 aufgelistet. 



."i'S 19.MflI.2003 16:03 



DRDE BEHRING PLD MARBURG 



MR. 354 



5.23/44 



E 
c 

s 

'5 



a. 

Ul 
CO 

E 

a? 
c 
a) 

■a 

CO 

I 



2 

i 

s 

- C -;. 

s- 

CO 



2 

"> 

CCS 

(1) 
cr 

- u. 
0) 
"O 

cn 
c 

=5 

J 

CO 
CP 

CD 



a 
"3 

J- 





4 

c 


| 

to 
o 


s 


o 
a 

ID 
CM 


r? 
of 


2 


CD 
CD 

m 
o" 


o 

CM 
CD 

o" 


s 


s 

w 

CD 
03 


> 

ca 
O 
03 


> 
1 


z 




eo 
E 

•8 

3 
1 

CD 


o 

CD 

© 


IE 


8 


s 


F» 
o 


CM 

a" 


cn 

Ol 

CD 


« 


1 


> 


> 

S3 

Z 


01 




O) 

if 


cm 
to 

o 


CD 

a" 


* 

o" 


a 

<£ 

' o" 


S 


> 
rtJ 

Ul 
Ql 

z 


ra 

CD 
U 


(O 

cn 

CD 

Z 


£ 

TO 

CO 

m 
Z 


ca 
aj 

CO 

z 


! 


m 

CD 




i 

s 

< 


1 

o 
r- 

© 


rb 


CM 
CD 

in 


o 

Er ' 


s 


CN 


CO 

n 


D 
fO 
CN 


o 
oo 

*« 
o" 


o- 

TO 
CO 
C5* 


CN 
CN 

o 


CO 

cn 
o 




T— 

3 

en 


o 
o 
m 
cn* 


s 


s 

CM 


\ 


o 

in 

or 


s 

ol 


8 

ri" 


o 

s 

of 


CN" 


el 


CN 




CD 
C 

f 


I 
a> 


o 

g 


IN 


cn 


I 




a 

55 
of 


oT 


o ■ 

s 

cn 


O 

o 

U3 
CN 


o 

s 

CN 


a 
m 

CN 






1! 






s 






CN 


ifl 

CN 
CO 


CO 


s 


cn 
n 
o 


s 

a" 






c 

< 


ii 


if 

ii 




T3 


. ^ ... 

3 

rv. ' 
«5> 


m 
m. 
to 
o" 


u> 
o 


D 


> 
w 

CP 




5 • 

CT • 
00 


^> 
'« 

5 

Z ' 


m 

□) 
a> 
Z 


TO 

a 
m 
Z 


s 

to 

Ol 
0) 

z. 


s 

c? 
Z 




to 

i 

*D 

c3 

14 




























CD 

. . 0 ... 

O 


cT 


CN 

o" 


% 

o" 


> 

■■ =J - , ■' 

m 

i 


I 


"S 
cn 


> 
cn 

i 


cn 


cn 

£ 


. > ■ 

CO 


r» 

CO 
CD 
CO 

Z 




JN 


I 
o 


a 

CD 


> 


> 


1 




> 
Id 

I. 


> 


> 

z 


ra 

Z • 


> 

•a 

Z 


> 

CO 

°> 
a 

Z 




i 
1 


"i. 

o 
o 


CH 


i 


> 




S3 

f 


1 


I 


^> 


> 
ca 

03 

Z 


> 

re 

o> 

CD 

Z 


:» 
n 

& 

z 


3 
g 

i 

Ul 


c 
< 

Si 


ca 
m 


10 

CN 










c>f .- 




s . 


B 


3 

CN ( 

a 


I 


8 

ca 
e 

LD 


& 

a 

i 


§ 


S 

© 


3 


cT 


© 
TO 

o" , 


s 

n— 
O 


1 

cn 

f 


a 

at . 

2: 


Ol 


s 

«a 

CD 
01 

2: 


s 

C9 
CD 






ear 
§1 


1 




s. 


S3 


in 
cm" 


!P 

»■ 


in 

CN 

m 


s 


O 


r— 

CO 

a 


in 

CD 


































5 


1 s 























EmPf .zei t : 19/06/2003. 16:01, 



Fmpf.nr :739 P.O??. . , 



19.MRr.2003 16:03 



DflDE BEHRING PLD MARBURG 



MR. 354 



S. 24/44 



E 
c 

8 

'55 

X] 

CL 
LU 

m 
E 

c 

<D 
X3 

-JO- 
D- 
OT 

.2 

a 

2 



cn 
c 

I 

CO 

< 

"a 



CD 

•a 

CJ3 
C ' 

E 
I 

cn 
CD 
CD 

CM 

"55 

-Q 
la 



CO 

B 



CD 

■6 



I 

i 
a 

E 

ID 

cn 

£ 

•a 

i 



2a 



78 



on 

s 



•I 



U7 
CN 



S3 

2: 



m 



ID 

of 



1 



5 



«1 

Z 



o 



io 

CM 

to* 



5 

CO 



TO 

cn 

CD 



5 
re 



03 

2: 



z: 



t 



3 



Z 



s 



03 



g 

CN 



£ 



to 



i 



ft 



o" 



■J 



-J 



S 



in 



cn 

OS 

z 



TO 

CD 



=3 

cn 
o 
Z 



s 



CD 



r 



CM 

o" 



s 



£ 1 

1 1- 1 1 



9 ° 

O O 

o" o 

W A/ 
I I 
I I 

e c- 
o a 

II 



IS* oa 



- ' ..y' 19. MM. 2003 16 = 04 DflDE BEHRING PLD MfiRBURG NR. 354 S. 25^44 

:> - is - 

b) Mikrotitrationsplatten (Fa. Nunc, Typ B), wurden mit den 
erfindungsgemalien monoklonalen AntikQrpem und mlt monoklonalen 
Antikorpern aus dem Stand der Tec^nik beschichtet. 
' Beschichtungskonzentration 3 pg/ml ~ 0.045 pg/Vertiefung, . 

In die Vertiefungen der Mikrotitrationsplatte wurden 100 pi einer 
geometrischen VerdQnnungsrejhe beginnend bei einer 1:10 VerdQnnung 
von a) Normalserum und b) Alkoholikerserum pipettjert und 1 Stgnde bei 
+15 bis +25*0 inkubiert. Nach zweimaligen Waschen der Platte mit 
Waschlfisung-POD. (OSEW; Fa. Dade Behring, Marburg, Deutschland) 
wurden in jede Vertfefung 100 p! AnthHuman-Transferrin-POD-Konjugat 
(Fa. Dade Behring, Marburg, Deutschland) eingefullt und 1 Stunde bei +15 
bis +25°C inkubiert, Nach weiterem zweimaligen Wascheri der Platte wurde 
" in jede Vertietung 100 pi Chromogen TMB-Losung (Fa. Dade Behring, 
Marburg, Deutschland) eingefullt und weitere 30 Miriuten bei +15 bis +25°C 
inkubiert. Nach der Inkubatibn wurde in jede Vertiefung 100 pi Stoppldsung 
POD (Far Dade Behring, Marburg, Deutschland) eingefullt und die 
Mikrotitrationsplatte am BEP II (Fa. Dad& Behring, Marburg, Deutschland ) 
bei 450 nm ausgewertet. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 aufgelistet. 
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Beispie) 8: Epitop-Karti rung 

Scans Qberlappender Peptide, die aus der Sequenz des humanen Transferrins 
abgeleitet wurden (13-mere Peptide, 11 Aminosauren ubertappend). wurden mit 
Hilfe der SPOT-Synthese-Technologie hergestellt Die Verfahren sind beschrieben 
jn: Wenschuh, H. et al, (2000) Coherent membrane supports for parallel 
microsynthesis and screening of bioactive peptides. Biopolyrners (Peptide 
Science), 55:188-206, -Die Peptide wurden C-termfnal an einen Cellulosetrager 
gekoppelt und tragen am N-Terminus einen Reaktivitats-tag. Nach Abspaltung der 
Peptide von ausgestanzten SPOTs (96-well Mikrotitrationsplatten) wurden sie auf 
aktivferte Glas-chips gekoppelt. Das Inkubationsprotokoll filr diese Glas-chips 
lautet wie folgt 

Monoklonale Antikorper gemaB dem Stand der Technik 

• Aquflibrierung in TBS-Puffer, pH 8.0 

• 2 h Blockierungspuffer, pH 8.0 

• 2 h Antikorperi n ku bation (3 pg/ml) in BlockierungspufTer, pH 8.0 ■ ,- 

• Waschen mit TBS (0.05% Tween20) 

• 2 h Inkubation mit anti-Maus-lgG-POD In Blockiemngspuffer, pH 8.0 

• 3.x 5 min Waschen mit TBS (0.05% Tween20) 

• Detpkt/on mittels Chemolumineszenz (LumMmager), Roche Diagnostics) 

ErfindungsgemaBer Antikttrper 98-84/01 1 

• Aquilibrierung in TBS-Puffer, pH 8.0 

• 2 h Blockierungspuffer, pH 8.0 

• 2 h Antikorperinkubation (3 pg/ml) in Blockierungspuffer, pH 8.0 

• 3x5 min Waschen mit TBS (0,05% Tween20) 

• Detektlon mittels Chemolumineszenz (Lumi-lmager), Roche Diagnostics) 

Der erfindungsgemaSe AntikiSrper wurde direkt mit Peroxidase markiert Die 
Methode ist in der Literatur beschrieben: Wilson, M, B. and Nakane, P, K, (1978) 
Recent developments in the periodate method of conjugating harseradish 
peroxidase (HRPO) to antibodies, In; Immunofluorescence and Related Staining 
Techniques (Eds.: Khapp, W.: Holubar, K.; Wick, G.) pp. 215-224. 
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Ngch Auswertung der Untersuchung ergeben sich fOr die Antikorper gemaB dem 
Stand der Technik die fblgenden bindendert Peptide; 

Antikorper gemaB dem Stand der Technik gegen Peptid 1 

1. VLAENYNKSDNCB 

2. AENYNKSDNCEDT 

3. NYNKSDNCEDTPE 

4. NKSDNCEDT PEAG 

Antikorper aus dem Stand der Technik gegen Peptid 2 

1. VHKILRQQQHLFG 

2. KILRQQQHLFGSN 

3. LRQQQHLFGSNVT 

4 . QQ QHLFGSNVTDC . 

"5. QHLFGSNVTDCSG 

Die erkannten Sequenzen sind identisch mit den zur Immunisierung eingesetzten 
Peptiden. 

Der erfindungsgema&e Antikorper 98-84/011 reagiert mit yier domtnanten 
Sequenzabschnitten: 



1 . WARSMGGKEDLI 

2. ARSMBGKEDLIWE 

3 . SMGGKEDLI WE LL 

4. TTEDSIARTMNGE 

5 . ' SIAKIMNGEADAM 

6. AKIMNGEADAM5L 

7. IMNGEADAMSLDG 

8. NGEADAMS LDGGF 

9 . SKLSMGSGLNLSE 

10. LSMGSGLNLSEPN 



11. YEKYLGEEYVKAV 



*v - 
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Der Bereich 1.-3. befindet sich in der N-terminalen Domane des Transferrins , 
wahrend die Bereiche 4- -8_, 9.-10. und 11. in der C-termmalen Domane liegen 
und ein diskontinuierliches Epitop darstellen, 
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SEQUENZIPROTOKOLL 
<110> Dade Behrlng Marfc>uxg GmbH 

<120;> Carbohydrate Deficient Transferrin (CDT) - spezifieche 
AntikQrper, ihre. Herstellung und Verwendung 

<130> 2002/B001 

<140> 
<1U> 

<:150> 10230550.1 
<151> 2002-07 J 05 

<160> 4 

<170> Pateatln ver. 2,1 
<210> 1 

<211> 17 ~~ " ~~ '"" 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 1 

val val Ala Arg Ser Met Gly Gly Lys Glu Asp Leu lie Trp Glu Leu 
1 5 10 15 

Leu- 



<210> 2 
<211> 23 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 2 

Thr Thr Glu Asp Ser lie Ala Lys He Met Asn Gly Glu Ala Asp Ala t 
1 ' 5 10 15 

Met Ser Leu Asp Gly Gly Phe 
20 



<210> 3 
<211> 15 
<212> PRT 



1 
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<;213> Homo sapiens 
<400> 3 

Ser Lys Lau Ser Met Gly Ser Gly Leu Asn Leu Ser Glu Pro Asn 

1-5 .10 15 



<210> 4 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<40Q> 4 

Tyr Glu Lys Tyr Leu Gly Glu Glu Tyr Val Lys Ala Val 

1 S ,10 



2 
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Patentanspruche: 

1. Antikorper, der in waBriger Losung selektlv an Carbohydrate Deficient 
Transferrin (CDT) bindet, ohne daB dieses an eine feste Phase gebunden 
zu seiri braucht. 

2, AntikBrper nach Anspruch 1, der an die gemaR EP-G 605 827 hergestellten 
Peptide P1 Oder P2 nicht Oder im wesentlichen nicht bindet. - 

3 Antikorper nach Anspruch- -2,_ dadurch _ gekennzeich net da& sein 

Bindungsverhalten entweder gegenuber festphasengebundenen oder in 
waliriger Losung befindlichen Peptiden P1 oder P2 festgestellt wurde. 

4. Antikorper, der selektiv an CDT bindet, dadurch gekennzeichnet, dall die 
Bindung im Bereich der fblgenden Sequenzabschnitte (1) bis (4) des CDT 
erfolgt; 

(1) . WARSMGGKEDLIWELL und 

(2) TTEDSIAKIMNGEADAMSLDGGF und 
<3) SKLSMGSGLNLSEPM und 
(4) YEKYLGEEYVKAV, 

5. Antikorper nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daS die Bindung 
lediglich im Bereich dreier d^r Sequenzabschnitte (1) bis (4) erfolgt 

6. Antikorper nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet daB die Bindung 
lediglich im Bereich zweier der Sequenzabschnitte (1) bis (4) erfolgt. 

7. Antikdrper nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
dad er ein monoklonaler Antikorper ist. 



8. 



Monoklonaler Antikbrper. der von der Zellkultur " mit der 
Hinterlegungsnummer DSM ACC2540 produzrert wind. 



i9.npii.2003 
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9, Monoklonaler AntikQrper, der von der Zellkultur mit der mit der 
Hinterlegungsnummer DSM ACC2541 produziert wird. 

10, Antigen bindendes Fragment herstellbar aus einem Antikorper gema/J 
einem der vorhergehenden AnsprOche 1 bis 9. 

11, Verfahren zur Herstellung des Antikfirpers gemafl Ansprach 1 durch 
Immunisieren eines geeigneten Versuchstieres mit nichtglykosyliertem 
Transferrin, Fusionieren der Milzzellen dieses Versuchstieres mit 
Myelomzellen, wobei antikSrperproduzierende Hybridzellen entstehen, 
Klonieren der Hybridzellen und Selektieren eines solchen Hybridzellklons, 
der einen Antikorper produziert, der in waftriger Losung selektiv an CDT 
bindet, phne daR dieses an eine feste Phase gebunden zu sein braucht und 
Gewinnen von Antikorpem aus dem solchermalien selektferten 

_ „ r HybridzelIklon.nach^ii^^ 

12, Verfahren zur Herstellung des Antikorper^ gemSiy Anspruch 4 durch 
Immunisieren eines geeigneten Versuchstieres mit nichtglykosyliertem 
Transferrin, Fusionieren der Milzzellen dieses Versuchstieres mit 
Myelomzellen, wobei antikorperproduzierende Hybridzellen entstehen, 
Klonieren der Hybridzellen und Selektieren eines solchen Hybridzeliklons, 
der einen Antikorper produziert, dessen Bindung nach den Ergebnrssen 
eirier Epitopkartierung im Bereich der folgenden Sequenzabschnitte (1) bis 
(4) des CDT erfolgt: 

(1) WARSMGGKEDLIWELL und 

(2) TTEDSIAKIMNGEADAMSUDGGF und 

(3) SKLSMG5GLNLSEPN und 

(4) YEKYLGEEYVKAV; 

und Gewinnen von Antikorpem aus dem. solchermalien selektierten 
Hybridzellklon nach einem dem Fachmann bekannten Verfahren. 

13, Immunoassay zum Nachweis von CDT in einer Probe, dadurch 
gekennzeichnet, daS ein Antikdrper gemaiJ einem der Ansprflche 1 bis 9 
oder das antigenbindende Fragment gemafi. Anspruch 10 mit der Probe in 
Kontakt gebracht und die Bildung eines Immunkomplexes unter Beteiligung 
des CDT qualitativ oder quantitativ bestimmt wird. 
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14- Testkit zur Durchfllhrung eines Immunoassays gemall Anspruch 13 
enthaltend einen Antikorper gemali einem der AnsprGche 1 bis 9 oder das 
antigenbindende Fragment gemali Anspruch 10. 
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ZUSAMMENFASSUNG 



Carbohydrate Deficient Transferrin (CDT) -spezifische Antikorper, ihre 
Herstellung und Verwendung 



Die vorlie gende Erfindung betrifft Antikorper. die in waRriger Losu ng selektiv an 
ein TransfemrvHomologes ..Carbohydrate Deficient Transferrin" (CDT) binden, 
ohne daB dieses an eine teste Phase gebunden zu sein braucht CDT ist dadurch 
gekennzeichnet, dali mindesteris eine der zwei Ollgosaccharidketten, die 
normalerweise an Asn 413 und/oder Asn 611 des Transferrins gebunden sind, 
ganz Oder im wesentlichen ganz fehlen. 
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